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La presente invention est relative a un procede de criblage et 
de selection d'antiparasitaires (parasites du phyllum des apicomplexes) et/ou 
d'herbicides. 

Les apicomplexes sont des parasites unicellulaires respon- 

5 sables de maladies parmi les plus graves pour Tespece humaine : le palu- 
disme, la premiere maladie mortelle dans le monde. et la toxoplasmose, une 
des deux infections opportunistes les plus frequentes chez les malades du 
SIDA. Ces maladies infectieuses progressent alors qu'aucun traitement ne 
pennet aujourd'hui d'eradiquer les parasites qui les provoquent : Plasmodium 

10 qui se niche dans les cellules hepatiques et les globules rouges des malades 
du paludisme, et Toxoplasma qui envahit entre autre le cerveau des malades 
de la toxoplasmose. 

En effet, selon I'Organisation Mondiale de la Sante (OMS), le 
paludisme touche plus de 500 millions d'etres humains et provoque 2,5 

15 millions de morts par an. Le paludisme tue la moitie des enfants de moins de 
5 ans en Afrique. 40 % de la population mondiale se trouve dans des zones 
impaludees. et ces zones progressent chaque annee. Les traitements pesti- 
cides ont provoque la resistance des moustiques vecteurs du parasite (les 
anopheles), et le parasite lui-meme (4 especes de Plasmodium, dont 

20 Plasmodium falciparum pour 95 % des cas) resiste de plus en plus aux 
traitements connus (en particulier les derives des chloroquines). Selon les 
estimations, le paludisme est la premiere ou la deuxieme (apres les diarrhees) 
maladie mortelle dans le monde. Le cout direct et indirect du paludisme en 
Afrique est passe de 800 millions de dollars en 1987 a plus de 2 milliards de 

25 dollars en 1998. La resistance aux traitements, et la progression des zones 
impaludees font de ce fleau un enjeu majeur du XXI siecle. 

Selon le National Institute of Health (NIH). la toxoplasmose 
est la premiere infection cerebrate chez les malades du SIDA. Le parasite 
{Toxoplasma gondii) est commun et Ton peut considerer qu'une personne sur 

30 deux a ete infectee. soit en mangeant de la viande mal cuite, soit au contact 



de chats domestiques. La toxoplasmose n'est grave que chez les personnes 
fragiles. en particulier les fcetus humains et les malades du SIDA. Dans le cas 
du SIDA. les patients presentant un taux en CD4*<100/mnn^ developpent les 
symptomes de la toxoplasmose. en general par reactivation d'une infection 
anterieure. Les traltements connus (les plus communs sulfadiazine et pyri- 
methamine, mais aussi clindamycine. azithromycine. clarithromycine, 
dapsone et atavaquone). doivent parfois etre prescrits indefiniment car bien 
que letales pour le parasite in vitro, ces substances n'eliminent pas toujours le 
parasite de Torganisme. Ces traitements etant parfois incompatibles avec la 
tritherapie. la prophylaxie est difficile. Dans le combat qu'il reste a mener 
contra le SIDA. 11 est done fondamental de rechercher de nouveaux traite- 
ments susceptibles d'eradiquer Toxoplasma. 

D'autres apicomplexes tels que ceux du genre Eimeria, sont 
responsables de la coccidiose chez les oiseaux et les bovins. 

Depuis peu, Ton sait que ces parasites presentent des struc- 
tures subcellulaires vegetates (McFadden et al.. Nature, 1996, 384. 482; 
Kohler et al.. Science, 1997. 275. 1485-1489). denommees apicoplastes. 

Ces Auteurs ont identifie par hybridation in-situ, le plaste qui 
contient un ADN de 35 kb chez Toxoplasma gondii : c'est un organite limite 
par 4 membranes, proche dans revolution de celui des algues vertes. Tres 
vite, ce plaste a ete presente comme une faille des parasites apicomplexes 
(Fichera et Roos, Nature, 1996. 390. 407-409). Ces Auteurs ont en particulier 
montre que certains antibiotiques, tels que les fluoroquinolones et les macro- 
lides inhibent les ADN gyrases procaryotes et bloquent la replication de cet 
ADN de 35 kb. qui semble necessaire a la survie du parasite. Plus recem- 
ment. Waller et al. (PNAS. 1998, 95. 12352-12357) ont montre que ce plaste 
contenait une proteine connue pour synthetiser les acides gras dans les 
chloroplastes vegetaux, Tacyl-carrier-proteine ou ACP. Le precurseur de 
I'ACP contient une sequence de transit de type chloroplastique. qui permet a 
la proteine (I'ACP mature, ou un marqueur fluorescent de type GFP fusionne 



3 

avec la sequence de transit du precurseur de I'ACP) d'etre integree dans le 
plaste du parasite. 

L'ACP n'est malheureusement pas specifique du regne 
vegetal, et on la trouve chez les bacteries, en particulier du tractus intestinal. 

5 Elle ne constitue done pas une cible specifique pour un medicament qui 
n'affecterait que les apicomplexes parasitant I'organlsme. 

Les Inventeurs se sent done donnes pour but de pourvoir d 
une cible specifique des parasites apicomplexes, pour selectlonner de 
nouveaux medicaments effieaces centre iesdits parasites apicomplexes. 

10 lis ont maintenant trouve que la MGDG synthase (enzyme 

capitate pour la biog§nese de I'enveloppe des plastes) peut etre une cible de 
choix pour des principes actife centre Plasmodium (paludisme). Toxoplasma 
(toxoplasmose) et Eimeria (coecidiese) et pour des herbicides. 

En effet, le MGDG (menogalactosyldiaeyiglyeerol, figure 1) 

15 est connu dans tous les plastes analyses a ee jour : il est le lipide le plus 
abondant des membranes plastidiales ( > 50 % des glycerolipides), vital d la 
biogenese des plastes et d la sun/ie des cellules, et n'existe pas dans les 
autres syst^mes membranaires, en particulier dans les cellules animates 
(Douce, Science, 1974, 183. 852-853) ; sa biesynth6se est eatalys6e dans 

20 I'enveloppe par une UDP-galactose:1.2-dlaeylgIyeerol 3-|3-D-galaete- 
syltransferase (EC 2.4.. 1.46) appetee aussi MGDG synthase, selon la reac- 
tion suivante : 

1 ,2-diacylglyeerel + UDP-galaetose UDP + 1 ,2-diacyl-3-0-p-D-galactopyra- 
nosyl-sn-glycerol. 

25 La presente invention a pour objet rutilisation d'une MGDG 

synthase pour la selection ou le criblage de produits inhibiteurs de I'aetivite de 
la MGDG synthase, aptes a servir de principes actifs centre les parasites 
apicomplexes et netamment ceux responsables du paludisme. de la 
toxoplasmose et de la coecidiese. 



La presente invention a egalement pour objet Tutilisation 
d'une membrane plastidiale isolee de plante. pour la selection ou le criblage 
de produits inhibiteurs de Tactivite de la MGDG synthase, aptes a servir de 
principes actifs contre les parasites apicomplexes et notamment ceux respon- 
5 sables du paludisme, de la toxoplasmose et de la coccidiose. 

La presente invention a egalement pour objet I'utilisation 
d'une MGDG synthase pour la selection ou le criblage de produits inhibiteurs 
de i'activite de la MGDG synthase, aptes a servir d'herbicides. 

La presente invention a, en outre, pour objet Tutilisation d'une 
10 membrane plastidiale isolee de plante, pour la selection ou le criblage de 
produits Inhibiteurs de Tactivite de la MGDG synthase, aptes a servir 
d'herbicides. 

La presente invention a egalement pour objet un precede de 
criblage et de selection d'antiparasitaires apicomplexes et/ou d'herbicides, 
15 caracterise en ce qu'il comprend : 

- rincubation d'une substance a tester avec une MGDG 

synthase et 

- la mesure de I'activite specifique enzymatique. apres ladite 

incubation. 

20 On definit I'inhibition de Tactivlte enzymatique par la diminu- 

tion de I'activite d'au moins 50 %. comme un pourcentage de ractivite 
controle (activite de I'enzyme traitee comme ressal. mais en I'absence 
d'inhlbiteur). 

Conformement a Tinvention. ladite MGDG synthase pr6sente 
25 une activite specifique initiale comprise de preference entre 0.1 et 120 ^imol 
de galactose incorpore/h/mg de proteine ; certaines MGDG synthases recom- 
binantes peuvent presenter une activite specifique superieure a 120 iimol de 
galactose incorpore/h/mg de proteine. 

Egalement conformement a Tinvention, la MGDG synthase 
30 est d'origine vegetate (epinard, concombre ou Arabldopsis, notamment) et est 



selectionnee dans le groupe constitue par les MGDG synthase A et les 
MGDG synthase B purifiees ou recombinantes. 

Confomnement audit procede. Tincubation MGDG 
synthase/substance a tester est realisee dans un milieu d'incubation conte- 
5 nant un tampon ajuste a un pH compris entre 6 et 9 (MOPS-NaOH, Tris-HCI, 
KH2PO4/K2HPO4. CAPS de 10 a 250 mM), en presence de detergents 
(CHAPS de 3 ^ 6 Mm ou LDAO). d'un agent reducteur (DTT 1-10 mM ou p- 
mercaptoethanol). de phosphatidylglyc6rol (0.1-2 mM) et d'un sel (KCI ou 
NaCI, 10-300 mM) ; de preference. ledit tampon contient 50 mM de MOPS- 

10 NaOH, pH 7,8, 4.5 mM de CHAPS, 1,3 mM de phosphatidylglycerol. 1 mM de 
DTT, 250 mM de KH2PO4/K2HPO4 et 250 mM de KCI. 

^galement conformement a I'lnvention, I'actlvite enzymatique 
de la MGDG synthase est mesuree apres constitution de micelles, conforme- 
ment a la methode decrite dans Marechal et al. (J. Biol. Chem., 1994, 269, 

15 5788-5798). 

Conformement a Tinvention. ledit parasite apicomplexe est 
selectionne dans le groupe constitue par Plasmodium, Toxoplasma et 
Eimeria, 

La presente invention a egalement pour objet, Tutiiisation d'un 
20 inhibiteur de la MGDG synthase, selectionne conformement a la m§thode 
definie ci-dessus, pour Tobtention d'un medicament antiparasitaire. 

La presente invention a en outre pour objet, {'utilisation d'un 
inhibiteur de la MGDG synthase, selectionne confomnement ^ la methode 
definie ci-dessus, comme herbicide. 
25 Outre les dispositions qui precedent. Tinvention comprend 

encore d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, 
qui se refere a des exemples de mise en oeuvre du procede objet de la 
presente invention, ainsi qu'aux dessins annexes, dans lesquels : 

- la figure 1 represente le MGDG (monogalactosyl- 

30 diacylglycerol) ; 
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- la figure 2 est une comparaison de la MGDG synthase 
d'epinard, de concombre et d'Arabidopsis ; la figure 2A correspond a une 
comparaison des sequences en amino acides deduites des ADNc codant 
pour les differentes MGDG synthases ; dans cette figure atMGD A et atMGD 

5 B correspondent a des sequences issues d'Arabidopsis thaliana, csMGD A 
correspond S une sequence issue de Cucumis sativa et soMGD A correspond 
i une sequence issue de Spinacia oleracea. * et : representent des symboles 
respectivement pour les amino acides identiques et les substitutions conser- 
v§es : h1 d h7 con-espondent a 7 helices-a putatives ; la figure 2B repr6sente 
10 un arbre phylog^nique des MGDG synthases matures ; 

- la figure 3 correspond a I'identification du produit de la reac- 
tion de la /MGD A ; la figure 3A : separation des lipides polaires par chroma- 
tographie en couche mince bi-dimenslonnelle ; dans cette figure MGDG = 
monogalactosyldiacylglycerol ; DGDG = digalactosyldiacylglycerol ; TGDG = 

15 trigalactosyldiacylglycerol ; SL = sulfolipide ; PC = phosphatidylcholine ; PG = 
phosphatidylglyc6rol ; la figure 38 correspond a I'analyse des galactolipides 
synth§tis§s in vitro par la /A/IGD A ; 

- la figure 4 illustre la localisation de la rMGD A dans E. coli ; 

- la figure 5 correspond a la purification partielle de la aMGD 
20 A ; figure 5A : fractionnement par chromatographie hydroxyapatite-agarose ; 

figure 58 : analyse en SDS-Page de la fraction eluee d partir de la colonne 

hydroxyapatite-agarose. 

II doit etre bien entendu, toutefois. que ces exemples sent 

donn§s d titre d'illustration de I'objet de I'invention, dont ils ne constituent en 
25 aucune mani^re une limitation. 

Exempie 1 : Preparation d'une MGDG synthase, a partir d'une plante. 

On solubilise et on purifie la MGDG synthase a partir de 

I'enveloppe des chloroplastes d'epinard, dans les conditions expos6es dans 

Mar6chal et al. (C.R. Acad. Sci. Paris. 1991. 313. Ill, 521-528 ; J. Biol. Chem., 
30 1994. 269. 8, 5788-5798 ; J. Biol. Chem., 1995. 270, 11. 5714-5722). 



Concretement : 

- on purifie les membranes d'enveloppe des chloroplastes 
d'epinard (voir Marechal et al., J. Biol. Chem., 1995. precite). 

On peut egalement obtenir les membranes d'enveloppe, 
conformement d la technique suivante : de maniere plus precise, toutes les 
operations sont r§alisees a 0°-5''C. Les chloroplastes sont obtenus ^ partir de 
3-4 kg de feuilles d'6pinard {Spinacia oleracea L.) et purifies par centrifugation 
isopycnique, d ('aide de gradients de Percoll. Les chloroplastes intacts purifies 
sont Iys6s dans un milieu hypotonique et les membranes d'enveloppe sont 
purifi6es § partir du lysat par centrifugation en gradient de saccharose. 

Les membranes d'enveloppes obtenues sont stockdes sous 
azote liquide. dans un milieu comprenant 50 mM de MOPS-NaOH, pH 7,8 et 
1 mM de DTT (dithiothr6itol). 

- on solubilise et on purifie la MGDG synthase it partir des 
membranes d'enveloppe obtenues, comme precise ci-dessus (voir Marechal 
et al.. J. BioJ. Chem.. 1995, precite). 

On peut egalement obtenir de la MGDG synthase, a partir du 
concombre (Demande JP 10014579 au nom de Kirin Brewery Co. Ltd). 

Dans le cadre de la mise en oeuvre du precede selon la 
presente invention, il est preferable d'utiliser une MGDG synthase presentant 
au moins une activite sp6cifique de 0.1 nmol de galactose incorpore/h/mg de 
proteine. 

Exemole 2 : Preparation d'une MGDG synthase recombinante et cons- 
tructions pour sa surexpression dans E. coli. 

1) Clonage et surexpression d'une MGDG de classe A dans 

E. coli. 

- Clonage de I'ADNc de MGDG synthase : 

Un fragment de 1647 pb correspondant a la proteine mature 
de I'ADNc de MGDG de concombre (Shimojima et al.. 1997) est utilise 
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comme sonde pour cribler une banque Xgt11 obtenue a partir de feuilles 
d'epinard. 

Avant le criblage. la presence d'un ARNm homologue est 
verifiee par Northern blot a partir d'ARN total de feuilles d'epinard. 320 000 
plaques sont cultivees sur E. coli Y1090 et transferees sur des membranes 
Hybond-N*. Les membranes sont prehybridees pendant 2h a 60**C dans une 
solution comprenant 2 x SSC, 5 x Denhardt's. 0.5 % SDS (w/v) et de I'ADN de 
spenne de saumon (0,1 mg.ml"^). 

L'hybridation est realisee pendant 16h a 60°C dans le meme 
reactif en presence d'1 ng d'ADN de concombre marque au [a-^^P]dCTP. Les 
membranes sont lavees 3 fois 3 min a temperature ambiante dans du 2 x 
SSC. 0.1 % SDS (w/v) et 2 fois 15 min 55°C, puis autoradiographiees. 

Deux clones positifs sont ensuite purifies par 3 niveaux de 
criblage. L'ADN de phage est extrait et digere avec EcoRI ou EcoRI et 
BamHL Les deux inserts d'ADNc sont sous-clones dans le plasmide 
pBlueScript SK+ (digere par EcoRI ou digere par EcoRI-BamHf), pour le 
sequengage. 

L'analyse du fragment de restriction et le sequen9age 
montrent que les deux clones correspondent au meme ADNc. 

L'amplification par PGR avec des amorces adjacentes au site 
de clonage Xgtll revele des inserts de 2.5 et 0,9 kb. respectivement. 
L'analyse de la sequence des inserts obtenus par PGR montre que rinsert de 
0.9 kb est identlque a I'extremite 3' de I'insert de 2,5 kb. 

En consequence. Tinsert le plus long est coupe a Taide des 
enzymes de restriction BamHI/EcoRI, sous-clone dans le plasmide 
pBlueScript SK+ (Stratagene) et sequence. 

La sequence obtenue, qui comprend 1851 nucleotides 
semble etre une chimere. Elle contient une sequence de 807 nucleotides qui 
pr6sente une homologie elevee avec Textremite codante en 3' de TADNc de 
la MGDG synthase de concombre. incluant le codon stop. Get ADN tronque 
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est fusionne a son extremite 5' avec une sequence d'ADN partielle (1044 
nucleotides), homologue a des p-endoglucanases. L'extremite 5' de TADNc 
de MGDG synthase est donee par amplification rapide des extrennites 
d'ADNc (RACE) a I'aide du kit d'amplification Marathon (Clontech). 

L'ADNc de feuilles d'epinard est prepare a partir d'ARNm 
polyA+ et utilis6 comme matrice pour les amplifications PGR de l'extremite 5' 
de i'ADNc de MGDG synthase, conformement aux instructions du fabricant. 
La specificity de la reaction est due a Tamorce specifique 
CTCATTTGAAGGGCAGTAGCACC (nucleotides 870 a 848) (SEQ ID NO:1) 
et par la PGR « hot start ». 

Gette methode permet de doner un fragment de 1001 pb qui 
est ensurte sous-clone dans le plasmide pBlueScript SK+ et sequence sur les 
2 brins dans 3 clones ind6pendants, de maniere a etre sur que la Taq poly- 
merase n'introduit aucune erreur. 

Le fragment 5' RAGE inclut un codon d'mitiation identifiable et 
131 nucleotides de la sequence en 5' non traduite. Le clone comprenant 
TADNc complet de la MGDG synthase est genere a partir de i'ADNc de 
feuilles d'^pinard par PGR, en utilisant des amorces specifiques des extremi- 
tes 3'. et 5* • de TADNc. L'amorce sens est la suivante : 
GACAGAATATTTGGAATGTATAGGGAG (nucleotides -82 a -57) (SEQ ID 
NO:2). 

L'amorce anti-sens est la suivante : 

GATTATGATTTGGGGTCGGGGTGGG (nucleotides 1672 a 1648) (SEQ ID 
NO:3). 

Le fragment d'ADN obtenu de 1765 pb est sous-clone dans le 
plasmide pBlueScript SK+ au niveau du site de restriction Smat et la 
sequence est verifiee. 

La sequence d'ADNc est plus petite que le transcrit (2,5 kb) 
detectee par une analyse en Northern blot, indiquant ainsi qu'elle n'est pas 
complete. 



10 

Les 2 techniques combinees (technique 5*-RACE et criblage d'une banque 
d'ADNc d'epinard) permettent d'obtenir une sequence de 1890 pb. qui inclut 
un cadre ouvert de lecture de 1569 pb, qui code pour une proteine de 522 
acides amines (57,5 kDa) (figure 2). qui appartient a la fannille des MGDG 
5 synthases A. 

L'analyse de la sequence en acides amines montre que cette 
MGDG synthase A contient plus de residus non polaires (56 %) que polaires 
(44 %), 9 residus cysteine et 16 residus histidine qui pourraient etre impliques 
dans la chelation des metaux ; cette proteine presente un point isoelectrique 
10 basique (pi = 9,16). 

2) Extraction 

. extraction de la MGDG synthase recombinante (rMGD A) 
toutes les operations sont realisees a 4**C. Un culot de bacte- 
ries recombinantes (34 mg de proteine). exprimant la MGDG synthase (7 mg 

15 de proteine) est remis en suspension dans 50 ml de milieu A (6 mM de 
CHAPS, 50 mM de MOPS-NaOH. pH 7,8. 1 mM de DTT) contenant 50 mM 
de KH2PO4/K2HPO4 et un melange d'inhibiteurs de proteases (1 mM de 
PMSF ; 1 mM de benzamidine ; 0,5 mM d'acide caproTque). Apres une lyse 
cellulaire par sonication repetee, la suspension est melangee a C'C dans de 

20 la glace) pendant 30 minutes. Le melange est centrifuge pendant 15 min. a 
243 000xg (Beckman L2. rotor SW 40). Le surnageant contenant les 
proteines solubilisees (16 mg) est charge sur une colonne (Pharmacia 
C10/20. 25 ml de gel) hydroxyapatite-ultrogel (IBF-France), equilibree avec un 
milieu A contenant 50 mM de KH2PO4/K2HPO4. Les proteines sont eluees, en 

25 utilisant un gradient de KH2PO4/K2HPO4 (50-275 mM) (dans un milieu A ; 
debit ; 30 ml/h ; volume des fractions : 1,5ml). La MGDG synthase recombi- 
nante est eluee a 275 mM de KH2PO4/K2HPO4. 



I I 
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3) Surexpression de la MGDG synthase d'epinard dans E. coli 
- Materiel et methodes 

Deux fornnes matures de MGDG synthase sont surexprimees 
dans E. coli, en utilisant le plasmide pET-15b (Novagen) et un plasmide, 
5 denomme pET-Y 3a, qui pemriet de sumnonter le probleme dQ au fait que la 
sequence deduite de la MGDG synthase contient 22 residus arginine, pamni 
lesquels 17 sont codes par AGG ou AGA, codons qui sont en fait peu utilises 
chez E. coli. En effet, pET-Y 3a a ete construit en inserant dans le plasmide 
pET-3a (Novagen), le gene arg U (ou DNA Y) codant pour TARN de transfer! 
10 de Targinine associe aux codons rares AGA/AGG. 

Ces deux plasmides sont linearises avec BamHI et Ndel. Les 
fragments amplifies par PGR sont generes a partir du clone d'ADNc complet. 
Le plasmide pET-15 est ligature avec un fragment codant les 417 residus C- 
terminaux de Tenzyme, qui est amplifie par PGR a Taide des amorces 
15 suivantes : 

Amorce sens : GGAG CATArG GGGGTGAGTGATAATG (SEQ ID NO:4) 
et 

Amorce anti-sens: GTTC TGGA 7CCT CAAGCAGCACAAGAGT (SEQ ID 
NO:5) 

20 et digere par les enzymes BamHI et Ndel. 

Un autre fragment digere par les enzymes BamHI et Ndel, est 
amplifie par PGR. a Taides des amorces suivantes : 

Amorce sens : CTTCACALA7GCTTAATTCCGGGGAGAG (SEQ ID NO:6) 
et 

25 Amorce anti-sens : GTTC TGGA 7CCT CAAGCAGCACCGAGTA (SEQ ID 
NO:7). 

codant les 424 residus C-terminaux de Tenzyme, est sous-clone au niveau du 
site de restriction BamHI- Ndel du plasmide pET-Y3. 

La premiere construction permet Texpression d'une proteine 
30 de fusion etiquetee histidine (/?MGD A), comprenant 437 residus (48,24 kDa). 
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La seconde construction permet Texpression d'une proteine de 425 acides 
amines (rMGD A), incluant une methionine d'initiation additionnelle, corres- 
pondent au codon ATG du site de restriction BamHI. Les proteines recombi- 
nantes sont exprimees dans E. coli BI.21(DE3). Les cultures bacteriennes 
5 sont cultivees a SZ^'C, sous agitation vigoureuse (Certomat, 250 rpm), jusqu'^ 
I'obtention d'une densite optlque de 0,4 a 0,6. L'expression de la MGDG 
syntliase recombinante est induite par Taddition de 0,4 mM d'IPTG dans le 
milieu et les cultures sont incubees 3 h a 25*^0. Les bacteries sont rassem- 
blees en culot par centrifugation (Eppendorf. 14000 x g. 10 min), et solubili- 

10 sees dans un tampon A (MOPS 50 mM, pH 7.8. DTT 10 mM, EDTA 1 mM. 
benzamidine 1 mM. PMSF 1 mM et acide caproTque 0,5 mM) en presence ou 
en Tabsence de Triton X-100 0.1 % ou dans un tampon A avec de Turee 6M. 
Les fractions solubles et insolubles sont separees par centrifugation (Airfuge, 
115 000 X g. 15 min) et analysees sur SDS-PAGE (gel de polyacrylamide a 

15 12 %). Les proteines sont detectees par une coloration au bleu de 
Coomassie. 

L'/7MGD est purifiee a homogeneite a partir des bacteries par 
chromatographie d'affinite a base d'un metal (NTA. Novagen). suivie d'un 
desalage a travers une colonne PD10 (Pharmacia), equilibree dans un 
20 melange comprenant de I'imidazole 5 mM. du NaCI 0.5 mM. du Tris-HCI 20 
mM. pH 7.9. en presence d'uree 6M. 

La proteine recombinante pure (1 mg) est utilisee pour obtenir 
un anticorps polyclonal de lapin (Eurogentec. Belgique). UIgG est purifiee par 
chromatographie DEA-trisacryle M (IBF. France). 
25 - Resultats 

Afin de minimiser Teffet de Textremite N-temriinale de la 
sequence cible de chloropiaste. TADNc d'epinard est exprime a partir du 
residu leucine 99, qui correspond au site de clivage putatif du peptide signal 
du precurseur de la MGD A de concombre (Shimojima et a!.. PNAS. 1997. 94, 
30 333-337). 
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En utilisant de rUDP-p'*C]-gal comme substrat. on peut mesu- 
rer Tactivite de la MGDG synthase dans les extraits d'E. coli exprinnant la 
aMGD a. apres induction par IPTG : plus de 2 lamol de galactose sont incor- 
porees/h/mg de proteine. L'activite detemriinee dans les extraits d'E. coli 

5 contenant la proteine etiquetee a Thistidine hMGD A est du meme ordre (1,3 
^imol de galactose incorpore/h/mg de proteine). 

Seulement une fraction negligeable de [^^C]-galactose (moins 
de 0,1 ^mol de galactose incorpore/h/mg de proteine) est observee dans les 
lipides d'E. coli avant I'lnduction par IPTG. De plus, aucune incorporation de 

10 pC]-galactose n'est observee dans les bacteries controles. exprimant E37, 
une autre proteine d'enveloppe interne (Teyssier et al.. Plant J.. 1996, 10, 
903-912). Apres 3 h d'induction par IPTG. un extrait d'E. coli contenant la 
aMGD a surexprimee est incube en presence d'UDP-f "^CJ-gal et les lipides 
sont extraits, pour analyser les produits de la reaction. 

15 Uextrait lipidique est analyse par chromatographie en couche 

mince bi-dimensionnelle, en meme temps que les lipides d'enveloppe ajoutes 
au melange comme standard (Douce et al.. In Methods in Plant Bioctiemistry, 
Lipids, Membranes and Aspects of Photobiology {Harwood et al. eds. 1990, 4. 
71-103. Academic Press, Londres). La figure 3A montre qu'une seule tache 

20 radioactive co-migre avec le MGDG d'origine et est detectee par autoradio- 
graphie. Une caracterisation plus poussee du MGDG a ete faite par I'analyse 
des groupes polaires par chromatographie papier bi-dimensionnelle ; dans ce 
cas la egalement. une seule tache radioactive est detectee par autoradiogra- 
phie et co-migre avec le glyceryl-galactose obtenu apres desacylation du 

25 MGDG d'enveloppe par hydrolyse alcaline douce (figure SB). 

Ces resultats montrent que le produit forme dans E. coli est 
effectivement du MGDG, qui est normalement absent dans les membranes 
d'E. colL Aucun autre lipide contenant du galactose n'est forme, contrairement 
a ce que Ton obsen/e apres incubation de membranes d'enveloppe isolees. 

30 en presence d'UDP-p^C]-gaL 
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L'activite MGDG synthase est catalysee par une famille multi- 
genique de proteines. 

Grace a des fractions proteiques mennbranaires tres enri- 
chies. le mecanisme bireactionnel de Tactivite MGDG synthase a ete etudie 
5 ainsi que sa selectivite pour differentes especes moleculaires de 1,2-diacyl- 
glycerol (Marechal et al., J. Biol. Chem.. 1994, 269. 5788-5798). Certaines 
proprietes structurales du site catalytique ont ete elucidees : Texistence 
d'amino acides importants pour la catalyse (Cys, His, Lys) et rassociation de 
renzyme a des metaux bivalents (Marechal et al., J. Biol. Chem., 1995. 270. 

10 5714-5722). La masse moleculaire fonctionneile au cours de Tinactivation de 
la MGDG synthase a par ailleurs ete determinee par irradiation gamma : la 
masse moleculaire apparente de la MGDG synthase de Tenveioppe est de 97 
± 5 kDa. Le polypeptide MGDG synthase mature ayant une taille voisine de 
45 kDa en gel denaturant. il est probable que dans Tenveloppe, la MGDG 

15 synthase soit sous forme dimerique. Une masse moleculaire fonctionneile de 
114 ± 12 kDa a aussi ete deduite par la meme technique pour la MGDG 
synthase A recombinante purifiee. Ce resultat suggere que les MGDG 
synthases sont vraisemblablement des homodimeres. 
Example 3 : Mesure de ractivite enzymatique, a partir de micelles. 

20 L'activite de la MGDG synthase, est effectuee sur differents 

types d'echantillons. selon le modele choisi : membrane plastidiale. fractions 
membranaires d*E. coli surexprimant une MGDG synthase recombinante 
(aMGD a, 0.7 ^ig proteine/test, enzyme prealablement extraite a partir d'une 
plante (voir exemplel). 

25 . preparation des micelles 

1.3 mM de phosphatidylglycerol (PG) et 160 ^M de diacyl- 
glycerol (DAG) sont dissous dans du chloroforme. Apres evaporation du 
solvant sous argon, 200 jil de milieu d'incubation contenant 50 mM de 
MOPS-NaOH, pH 7.8. 4.5 mM de CHAPS, 1 mM de DTT, 250 mM de 

30 KH2PO4/K2HPO4 et 250 mM de KCI sont ajoutes et le milieu est vigoureuse- 
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ment melange, de maniere a remettre en suspension les Hpides. 100 ^1 de 
fractions contenant la MGDG synthase, dans le milieu d'incubation, sont 
introduites, puis le milieu est a nouveau vigoureusement melange, purs 
maintenu 1 h a 20°C. 
5 Cette procedure permet d'obtenir des micelles, conformement 

a Marechal et al., 1994. precite. 

. reaction enzymatique 

La reaction dans le melange d'incubation est alors initiee par 
Taddition d'1 mM d'UDP-f'^C]gal (37 Bq/Mmol). Apres 10 min. a 1 h, la reac- 

10 tion est stoppee par Taddition d'un melange chloroforme/ methanol (1 :2, v/v), 
les lipides sont extraits conform§ment a la methode de Bligh et al (Can. J. 
Biochem. Physiol. 1959. 37, 911-917) et la radioactivite des galactolipides 
marques est determinee par comptage en scintillation liquide comme decrit 
dans Coves et al. (FEBS lett.. 1986. 208, 401-406). L'activite est exprimee en 

15 i^mol de galactose incorpore/h/mg de proteine. 

Dans un echantillon riche en MGDG synthase, on peut obtenir 
une activite specifique elevee. c'est-a-dire jusqu'a 115-120 nmol de galactose 
incorpore/h/mg de proteine, et meme plus. 

3) activite specifique de la rMGD A soluble surexprimee 

20 Lorsque Ton analyse Texpression de la MGDG synthase 

d'epinard dans E. coli, on observe que la plupart de la proteine (rMGD A) est 
insoluble et que des detergents (6 mM de CHAPS ou 1 % de Triton X-100) ne 
solubilisent que partiellement la proteine (figure 4). Par centre, presque toute 
la proteine surexprimee est solubilisee par de Turee. indiquant que la plus 

25 grande partie de la MGDG synthase est presente dans des corps d'inclusion 
(figure 4). Dans cette fraction. Tactivite de la MGDG synthase est tres faible 
(0.03 |imol de galactose incorpore/h/mg de proteine). En fait, Tanalyse par 
chromatographie d'hydroxyapatite des fractions d'E. coli solubilisees par le 
CHAPS montre que seulement une petite fraction (environ 0,1 %) de la 

30 proteine recombinante synthetisee par la bacterie est active. Les conditions 
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experimentales utilisees sont les memes que celles utilisees pour la MGDG 
synthase d'enveloppe (voir ci-dessus). 

A la figure 4, Texpression de rft/IGD A est induite par 0.4 mM 
d'IPTG comme precise dans Materiel et methodes ci-dessus. 
5 La plupart (50 a 80 %) de Tactivite chargee par le haut de la 

colonne est retrouvee dans un pic etroit. elue avec du phosphate 275 mM 
(figure 5A). Dans ce pic, Tactivite specifique de la MGDG synthase est tres 
elev6e :1 15 nmol de galactose incorpore/h/mg de proteine. 

L'analyse des polypeptides presents dans les differentes frac- 

10 tions montre qu'un polypeptide de 45 kDa, correspondant a la rMGD A, est 
present dans les fractions actives, mais egalement dans le volume mort, dans 
lequel la plupart de la proteine est presente sous une forme inactive (figure 
5B). Ceci montre que seulement une fraction (1 %) de la proteine solubilisee 
par le CHAPS est effectivement active. 

15 Dans cette figure 5B. 20 }il de fraction eluee a partir de la 

colonne hydroxyapatite sont analyses par SDS-PAGE (gel de polyacrylamide 
a 12 %) ; les proteines sont detectees par coloration au bleu de Coomassie ; 
Ch : echantillon charge par le haut de la colonne ; 15, 30, etc. : fractions 
eluees partir de la colonne ; MW : marqueur de poids moleculaire (Biorad) ; 

20 la aMGD a est indiquee par une fl§che et la aMGD A active se trouve unique- 
ment dans les fractions 67 a 71 . 

Example 4 : Comparaison des proprietes biochimiques de !a MGD A 
surexprimee avec la MGDG synthase d'enveloppe de chloroplaste 

L'analyse de I'activite de la MGDG synthase partiellement 
25 purifiee de chloroplastes de feuilles d'epinard (Marechal et al., J. Biol. Chem., 
1995. 270, 5714-5722) a demontre que le DTT peut proteger Tactivite de 
I'enzyme de I'oxydation et que le N-ethylmaleimide (NEM) et Tortho-phenan- 
throline sont des inhibiteurs puissants de Tenzyme. 

La MGDG synthase d'epinard surexprimee presente !es 
30 memes proprietes. 
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La ^GD A, purifiee par chromatographie d'hydroxyapatite est 
tres active en presence de DTT. Si le DTT est elimine par chromatographie 
sur une colonne Biogel P6-DG, la MGDG synthase perd 85 % de son activite. 
alors que I'addition de DTT maintient son activite. 
5 Les fractions de rMGD A partiellement purifiee sont desalees 

par chromatographie sur une colonne (Pharmacia, colonne C10/40, 30 ml de 
gel) Biogel P6-DG (Bio-Rad). equilibree sans DTT. Des aliquots (200 ^1) des 
fractions sont incubus pendant 40 min ^ 25''C sous agitation douce en 
presence ou en Tabsence de DTT. L'activit6 de galactosylation est alors 
10 mesur6e comme precise ci-dessus (voir exemple 3). 

Les resultats obtenus sont resumes dans le Tableau I ci- 

apres : 

Fraction purifiee sur hydroxyapatite Activite (%) 
"Nondisaiie TOO 
Ddsal^e 15 
D€sa\€e + DTT 1 mM 75 
D6sal6e + DTT lOmM 65 



L'activite est exprim^e comme un pourcentage de Factivite 
15 controle (non desalee), 

Le Tableau II montre que la aMGD A est tres sensible au NEM 
et qu'une protection de Tactivite est obtenue par preincubation en presence 
de DAG et/ou de PG. 
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Tableau II 



Preincubation 
(30 min) 


Incubation +/- 
NEM 150 
(10 min) 


Incubation +/- 
DTTIOmM 
(10 min) 


Reaction enzymatique 


Activite (%) 


DTT 




- 


+PG+DAG+UDP-gal 


100 


- 


- 


+ 


+PG+DAG+UDP-gal 


101 










Of 




+ 


+ 


+PG+DAG+UDP-gal 


35 


DTT 


+ 




+PG+DAG+UDP-gal 


108 


UDP-gal 


+ 


+ 


+PG+DAG 


32 


PG 






+DAG+UDP-gal 


56 


PG+DAG 


+ 


+ 


+UDP-gal 


60 



Pour obtenir les resultats resunnes dans le Tableau II, la 
rMGD A est desalee par chromatographie sur une colonne (Pharmacia, 
5 colonne C10/40, 30 ml de gel) Biogel P6-DG (Bio-Rad). equilibree sans DTT. 
Des aliquots (200 ^il) des fractions sont incubes pendant 30 min a 25*'C sous 
agitation douce, suivie d'une incubation de 10 min. en presence ou en 
Tabsence de NEM 150 |iM, puis d'une incubation de 10 min en presence ou 
en Tabsence de DTT. L'activite de galactosylation est alors mesuree comme 
10 precise ci-dessus (voir exemple 3). 

L'activit6 est exprimee comme un pourcentage de l'activite 
controle , c'est-^-dire apres incubation pendant 50 min. en presence de DTT 
10 mM. 

On observe egalement la aMGD surexprimee est inhibee par 
15 Tagent chelateur hydrophobe orf/?o-phenanthroline, comme le montre le 
Tableau III ci-apres : 
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Conditions 


Autres additions 


Activite (%) 


Activite inrtiale (temps 0) 


- 


100 


Sans o/tto-ph6nanthroline 




82 




PG 


87 




PG + DAG 


78 




UDP-gal 


72 


Avec ortfio-ph6nanthroline 




43 




PG 


27 




PG + DAG 


92 




UDP-gal 


17 



L'inactlvation de la aMGD A par rortho-phenanthroline est 
bloquee par le DAG, mais n'est pas affectee par I'UDP-gal. 

5 Ainsi que ceia ressort de ce qui precede, Tinvention ne se 

limite nullement ^ ceux de ses modes de mise en oeuvre, de realisation et 
d'application qui viennent d'etre decrits de fa^on plus explicite ; elle en em- 
brasse au contraire toutes les variantes qui peuvent venir d Tesprit du techni- 
cien en la matidre, sans s'ecarter du cadre, ni de la portee. de la presente in- 

10 vention. 
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REVENDICATIONS 

I"*) Utilisation d'une MGDG synthase pour la selection ou le 
criblage de produits inhibiteurs de Tactivite de la MGDG synthase, aptes a 
servir de principes actifs contre les parasites apicomplexes. 
5 2"") Utilisation d'une membrane plastidiale isolee de plante, 

pour la selection ou le criblage de produits inhibiteurs de Tactivite de la 
MGDG synthase, aptes a servir de principes actifs contre les parasites 
apicomplexes. 

3**) Utilisation d'une MGDG synthase pour la selection ou le 
10 criblage de produits inhibiteurs de Tactivite de la MGDG synthase, aptes d 
servir d'herbicides. 

4**) Utilisation d'une membrane plastidiale isolee de plante, 
pour la selection ou le criblage de produits inhibiteurs de Tactivite de la 
MGDG synthase, aptes §i servir d'herbicides. 
15 5**) Precede de criblage et de selection d'antiparasltaires et/ou 

d'herbicides, caracterise en ce qu'il comprend : 

- rincubation d'une substance a tester avec une MGDG 

synthase et 

- la mesure de I'activite specifique enzymatique, apres ladite 

20 incubation. 

6**) Precede selon la revendication 5. caracterise en ce que 
ladite MGDG synthase presente de preference une activite specifique initiate 
comprise entre 0,1 et 120 |j.mol de galactose Incorpore/h/mg de proteine. 

7"*) Precede selon la revendication 5 ou la revendication 6, 
25 caracterise en ce que rincubation MGDG synthase/substance a tester est 
realisee dans un milieu d'incubation contenant un tampon ajuste ^ un pH 
compris entre 6 et 9, en presence de detergents, d'un agent reducteur, de 
phosphatldylglycerol et d'un sel. 

8**) Precede selon la revendication 7. caracterise en ce que 
30 ledit milieu d'incubation contient de preference 50 mM de MOPS-NaOH, pH 
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7,8, 4,5 mM de CHAPS, 1 mM de DTT. 1.3 mM de phosphatidylglycerol, 250 
mM de KH2PO4/K2HPO4 et 250 mM de KCI. 

9*) Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 4 
ou precede selon Tune quelconque des revendications 5 a 8, caracterises en 
5 ce que la MGDG synthase est d'origine vegetale et est selectionnee dans le 
groupe constitu6 par les MGDG synthase A et les MGDG synthase B puri- 
fi^es ou recombinantes. 

10°) Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 ^ 

4 ou proc^d^ selon I'une quelconque des revendications 5^8, caracterises 
10 en ce que ledit parasite apicomplexe est selectionne dans le groupe constitue 

par Plasmodium, Toxoplasma et Eimeria. 

11°) Utilisation d'un inhibiteur de la MGDG synthase, selec- 
tionne conformement au precede selon Tune quelconque des revendications 

5 a 8, pour Tobtention d'un medicament antiparasitaire apicomplexe. 

15 12°) Utilisation d'un inhibiteur de la MGDG synthase, selec- 

tionne conformement au precede selon Tune quelconque des revendications 
5 ^1 8. comme herbicide. 
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LI STAGE DE SEQUENCE 



<110> COMMISSARIAT A L'ENERGIE ATOMIQUE 

<120> PROCEDE DE CRIBLAGE ET DE SELECTION D 'ANT I PARAS IT AIRES 
APICOMPLEXES ET/OU D' HERBICIDES ET SES APPLICATIONS. 

<130> BLOcp263/54FR 

<140> 
<141> 

<160> 7 

<170> Patentin Vers. 2-0 

<210> 1 
<211> 23 
<212> ADN 

<213> Spinacia oleracea 
<400> 1 

ctcatttgaa gggcagtagc acc 

<210> 2 
<211> 27 
<212> ADN 

<213> Spinacia oleracea 
<400> 2 

cacacaatat ttccaatgta tacccac 

<210> 3 
<211> 25 
<212> ADN 

<213> Spinacia oleracea 
<400> 3 

gattatcatt tcccctcgcc ctgcc 

<210> 4 
<211> 26 



<213> Spinacia oleracea 
<400> 4 

ggagcatatg ggggtgagtg ataatg 

<210> 5 
<211> 28 
<212> ADN 

<213> Spinacia oleracea 
<400> 5 

gttctggatc ctcaagcagc acaagagt 

<210> 6 
<211> 28 
<212> ADN 

<213> Spinacia oleracea 



<212> ADN 





23 



<400> 6 

cttcacatat gcttaattcc ggggagag 



28 



<210> 7 
<211> 28 
<212> ADN 

<213> Spinacia oleracea 
<400> 7 

gttctggatc ctcaagcagc accgagta 28 
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FIGURE 1 
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SOMGD A MSHPSTVTSEPSN-LLDFVPKLGNFVLNSSLHGNNSNGYSSFSSNSVHFGGLAT QN 55 

CSMGD A MiWPSTVVQEa^GS-VSDFISQLGYFAFSSRFLNLNSEGCSGSSSHSLYLNGFENYRCVKR 59 

aCMGD A MQNPSTVTQESAAPVFDFFPRLRGLTSRNRSPCSNSDGYALSSSNALYFNGFRTLPS-RR 5 9 

atMGD B 0 

soMGD A RYKFVNSLSF SKEGSNLKRILSDFNRVIRLHCDRI-PLGFSSIGLN--SGESNGVSD 109 

csMGD A PPRSGASIiSLS--SRGSSSLRRFVNEFNNVIKFHCHKP-PLGFASLGGV--SDETNGIRD 114 

aCMGD A MGKTLASLSFNTKSSAGSSLRRFISDFNSFIRFHCDKWPESFASVGGVGLSSDENGIRE 119 

aCMGD B MATTVM AIJ^KVLERVYGTSKSAVS\rrSGDGEKTHRHTHHHIHRIKSYDDIDE 53 



SOMGD A 
CSMGD A 
atMGD A 
aCMGD B 



soMGD A 
CSMGD A 
atMGD A 
atMGD 6 



SOMGD A 
CSMGD A 
atMGD A 
atMGD B 



NGHG-VLEDVRVPVNAVEPESPKRVLILMSDTGGGHRASAEAIKAAFNEEFGDDYQVFVT 168 
DGFG-VSQDGALPLNKIEAENPKRVLILMSDTGGGHRASAEAIKAAFNEEFGNNYQVFIT 173 
NGTGGVI^EEGLPLNGVTMRPKKVLILMSDTGGGHRASAEAIRAAFNQEFGDEYQVFIT 179 
DESS LELIQIGAERTKNVLILMSDTCGGHRASAEAIRDAFKIEFGDKYRVIVK 106 



hi 

DLWSEHTPWPFNQLPRSYNFL\raGPLWK3^MyYGTSPRVIHQSNFAATSVFIARBVARGL 228 
DLWTDHTPWPFNQLPRSYNFLVKHGTLWKMTYYVTAPKVIHQSNFAATSTFIAREVAKGL 233 
DLWTDHTPWPFNQLPRS YNFLVKHGTLWKMTYYGTSPRIVHQSNFAATSTFIAREIAQGl. 239 
DWKEYTGWPI^MERSYKFbWIOfVQLWKVAFHSTSPKWIHSCYIAAIAAYYAKEVEAG^ 166 



h2* 

MKYQ PD 1 1 1 S VHPLMQHVPIJII LRGRGLLEKI VFTTVAm^LSTCHPTWFHKLVTRCYCPS 288 
MKYRPD III SVHPLMQHVP I RI LRS KGLLNKI VFTTVVTDLSTCHPTWFHKLVTRCYCPS 293 
MKYQPDI I ISVHPLMQHVPUeVLRSKGLLKKIVFTTVITDI^TCTPTWFTIKLVTRCYCPS 299 
MEYKPEIIISVHPLMQHIPLWVLKWQELQKRVLFVTVITDLNTCHPTWFHPGVNRCYCPS 226 



soMGD A 
csMGD A 
atMGD A 
atMGD B 



SOMGD A 
CSMGD A 
atMGD A 
atMGD B 



soMGD A 
CSMGD A 
atMGD A 
atMGD B 



soMGD A 
csMGD A 
atMGD A 
atMGD B 



NEVAKRATKAGLQPSQIKVYGLPVRPSFVRSVRPKNELRKELGMDEHLPAVLLMGGGEGM 348 
TEVAKRALTAGLQPSKLKVFGLPVRPSFVKPIRPKIELRKELGMDENLPAVLLMGGGEGM 353 
TEVAKRAQKAGLETSQIKVYGLPVRPSFVKPVRPKVELRRELGMDENLPAVLLMGGGEGM 3 S9 
QEVAKRALFDGLDESQVRVFGLPVRPSFARAVLVKDDLRKELEMDQDLRAVIiLMGGGEGM 286 

h3* h4 
GPIEATARALGNALYDANLGEPTGQUiVICGRNKKlAGKliSSIDWKIPVQVKGFVTKIEE 408 
GPIEATAKALSKALYDENHGEPIGQVLVICGHNKKLAGRLRSIDWKVPVQVKGFVTKMEE 413 
GPIEATARAIJU5ALYDKNLGEAVGQVLIICGRNKICLQSKLSSLDWKIPVQVKGFITKMEE 419 
GPVKETAKALEEFLYDKENRKPIGQMWICGRNKKLASALEAIDWKI PVKVRGFETQMEK 34 6 
* * :: . **♦ . .. . * ..***.**.«. • * • . . » . 

h5» 

CMGACDCIITKAGPGTIAEAMIRGLPIILNDYIAGQEAGNVPWIENGIGKYLKSPKEIA 468 
CMGACDCIITKAGPGTIAEAMIRGLPIILNDYIAGQEAGNVPYWENGCGKFSKSPKEIA 473 
CMGACDCIITKAGPGTIAEAMIRGLPIILNGYIAGQEAGNVPYWENGCGKFSKSPKEIS 479 
WMGACDCIITKAGPGTIAESLIRSLPIILNDYIPGQEKGNVPYWENGAGVFTRSPKETA 406 
. . . . . • . .**«* • 

h6* 

KTVSQWFGPKANELQI MSQNALKHARPDAVFKI VHDLDELVRQKI FVRQYSCAA 522 

NIVAKWFGPKADELLIMSQNALRLARPDAVFKIVHDLHELVKQRSFVPQYSG- 525 . 

KIVADWFGPASKELEIMSQNALRLAKPEAVFKIVHDMHELVRKKNSLPQLSCTA 533 

RIVGEWFSTKTX>ELEQTSDNARKLAQPEAVFDIVKDIDELSEQRGPLASVSYNLTSSFASLV 468 
: *::•*:: ::•* . . . . • 

h7* 



B 



76346 

. SOMGD A 

y I CsMGD A 

^- — atMGD A 

I " atMGD B 



FIGURE 2 
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+ CHAPS + Triton +Urte 
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FIGURE 4 
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Activite de galactosylation 
(nnioles/h/mg de proteines 
injectees) 
( ) 



70 




Fractions 



B 

R-ugdt 



Ch 15 30 40 48 51 55 60 67 68 69 70 71 72 73 



MW (kDa) 

— 97.4 

— 66,2 

— 45,0 

— 31,0 

— 21.5 

— 14,4 
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